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实验一

饲料和种籽中常规氨基酸分析



主要内容

一、实验目的
二、实验原理

三、L-8800型氨基酸自动分析仪的结构
组成

四、L-8800型全自动氨基酸分析仪流程

五、实验步骤

六、注意事项

七、实验讨论



一、实验目的

Ú 1.了解氨基酸自动分析仪的结构和原理。

Ú 2.掌握氨基酸自动分析仪的操作要点与外标

法。

Ú 3.了解饲料及种籽氨基酸液的制备方法。

Ú 4.使学生具备对数据分析讨论的能力。



二、实验原理

Ú氨基酸分析仪是分析氨基酸的专用分析仪器，

尽管高效液相色谱仪也能用于氨基酸的分析，

但是其分析时间比较长，分离度、检出限、定

量准确度、维修操作等均不及氨基酸分析仪，

因此在分析氨基酸时，大多数科研院所、测试

中心都采用氨基酸分析仪。



Ú色谱法是一种分离技术。而且是分离技术中效

能最高、应用最广的一种技术。任何两种不同

的物质，只要它们存在有不同的物理、化学或

生物学性质上的差异，而且在不同物相上分配

系数也存在差异的话，它们便都可以在色谱过

程中得到分离、分析或测定。

Ú色谱法的创始人是俄国植物学家茨维特。因于

1903年用于分离植物色素而得名。



Ú按分离机理分类
Ø 利用组分在吸附剂（固定相）上的吸附能力强弱不同

而得以分离的方法，称为吸附色谱法。液-固

Ø 利用组分在固定液（固定相）中溶解度不同而达到分

离的方法称为分配色谱法。液-液

Ø 利用组分在离子交换剂（固定相）上的亲和力大小不

同而达到分离的方法，称为离子交换色谱法。

Ø 利用组分中分子大小的不同来进行分离的方法，称为

凝胶渗透色谱。

Ø 氨基酸自动分析仪属于离子交换色谱法。



Ú离子色谱是利用不同离子对固定相亲和力的差
别来实现分离的。

Ú离子色谱的固定相是离子交换树脂，离子交换
树脂是苯乙烯-二乙烯基苯的共聚物。树脂核
外是一层可离解的无机基团，由于可离解基团
的不同，离子交换树脂又分为阳离子交换树脂
和阴离子交换树脂。



Ú当流动相将样品带到分离柱时，由于样品离子
对离子交换树脂的相对亲和能力不同而得到分
离，由分离柱流出的各种不同离子，经检测器
检测，即可得到一个个色谱峰。

Ú然后用通常的色谱定性定量方法进行定性定量
分析。

Ú本实验采用外标法。



Ú氨基酸分析仪分离原理：

Ú 氨基酸分析仪所使用的是Na+型(或Li+型)磺酸基强酸性
阳离子交换树脂。氨基酸离子和强酸性活性基团（－

SO3
-）之间的相互作用，由于氨基酸为两性电解质，

在酸性条件下呈+H3N-CHRCOOH状态，能被树脂表
面的活性基团（－SO3

-）吸附，通过淋洗液pH的变化
使氨基酸被逐一淋洗下来。酸性氨基酸与活性基团亲

和力最弱最先被淋洗下来，其次是羟基氨基酸和中性

氨基酸，然后是芳香族氨基酸，碱性氨基酸最后被淋

洗出来。



Ø 相对质量小的氨基酸比相对质量大的氨基

酸先洗脱下来。
Ø 被洗脱的氨基酸与茚三酮进行柱后衍生，
大多数衍生物呈蓝紫色，在570nm处有最大吸
收；脯氨酸，羟脯氨酸与茚三酮反应生成黄
色物质，在440nm处有吸收峰，采用可见光检
测器进行测定。



三、L-8800型氨基酸自动分
析仪的结构组成



Ú进样系统

Ú流动相系统

Ú分离系统

Ú检测系统

Ú数据记录处理系统



Front Access
for Easy Maintenance 

Front Access
for Easy Maintenance 

柱子和柱箱

反应单元

缓冲液

可见分光
光度计

自动进样器

泵2(用
于茚三酮
溶液)
废液箱



四、L-8800型全自动氨基酸分
析仪流程



五、实验步骤

Ú 1.样品预处理
Ú样品要求

Ú样品需具有代表性，用四分法缩减分取25g左
右，粉碎并通过0.25mm孔径（60目）筛，充分
混匀后待测。由于氨基酸在氧及碳水化合物存
在下易破坏，所以样品粉碎时其温度不能过
高，需低于50℃。对于粗脂肪含量≥5％的样
品，须先脱脂，然后将脱脂的样品风干，混合
均匀后备用。而对于粗脂肪含量＜5％的样品可
以直接使用。酸水解的样品应先测定粗蛋白的
含量。样品的称量需用感量0.0001g分析。



样品予处理： 
Ø 蛋白质水解方法： 

      蛋白质水解成各个氨基酸，就必须将各个氨基酸之间连接的 

      肽键拆开。 

 

      R1                R2                   R1     O     R2 

H2N  C  COOH + HHN  C  COOH     H2N   C  C  N  C  COOH 

      H                H                   H      H  H 

                                              肽键 



水解方法包括：

1.酸水解法：

盐酸水解法：水解彻底，色氨酸遭破坏。

回流通氮水解法

磺酸水解法

过甲酸氧化法

2.碱水解法：用NaOH、色氨酸不被破坏，丝、
苏、精、胱氨酸遭不同程度破坏。

3.酶水解法

常用方法是盐酸水解法，本实验彩用此方法。



饲料或种籽
0.1-0.2g

饲料或种籽
0.1-0.2g

烧制过的玻璃管烧制过的玻璃管

15m L6N的HCl，
2滴巯基乙醇

15m L6N的HCl，
2滴巯基乙醇

充氮酒精喷灯上
封管110℃，24h

充氮酒精喷灯上
封管110℃，24h

冷却定容到100ml
0.45μLm过滤

冷却定容到100ml
0.45μLm过滤

取200μL蒸干1ml
0.01N盐酸定容

取200μL蒸干1ml
0.01N盐酸定容

酸水解步骤



盐酸水解影响因素：盐酸水解影响因素：
1.1.样品纯度：碳水化合物可以干扰水解样品纯度：碳水化合物可以干扰水解
2.2.盐酸浓度：盐酸浓度：6N6N，用量为蛋白质质量的，用量为蛋白质质量的500500--50005000
倍倍
3.3.真空程度：空气可以使蛋、胱氨酸氧化，酪、真空程度：空气可以使蛋、胱氨酸氧化，酪、
组组
氨酸被部分破坏。氨酸被部分破坏。 抽真空、充氮气抽真空、充氮气

4.4.水解时间：水解时间：2222--2424小时，可达小时，可达90%90%以上水解以上水解
5.5.水解温度：常用水解温度：常用110110℃℃，，2020--2424小时小时



2、上机操作步骤：

Ú 1、开主机和电脑电源

Ú 2、启动Windows XP

Ú 3、启动L-8800 ASM应用程序，激活程序
的各功能窗口。

Ú 4、分析前的部件操作

缓冲液的清洗；试剂的清洗；注射器脱
气；泵的脱气；泵压力调零

Ú 5、建立本次分析的样品表



Ú 6、样品分析

Ú选择方法，打开本次待测的样品表；打开
泵1，待泵1稳定后，打开泵2，当基线平稳
后，点击“start series”按钮，再生程序
后开始样品测试。

Ú 7、样品数据处理，打印报告。

Ú 8、分析结束后，仪器进行60min自动清
洗，自动停泵，然后关机，断电。



16种氨基酸标准品图谱



饲料中氨基酸图谱



种籽中氨基酸图谱



Ú3.数据处理：
Ú在方法中已经设置好了数据处理时所用的参
数，点击 图标后，选中本次所测的序
列，将标准品和样品同时选中，点击

点 图标，查看积分结果后打印报告。



六、注意事项

Ú 1、确保缓冲液和茚三酮溶液的正确配制。

Ú 2、调整氮气的压力，调节钢瓶出口压力至50~100kpa,

维持主机氮气压力至34-40kpa（禁止>100 kpa）。

Ú 3、每次更换缓冲液和试剂后，一定要将脱气瓶中的缓

冲液更换，尤其是茚三酮，一定要脱气。

Ú 4、为防止试剂回流，一定要先开泵1，然后开泵2。

Ú 5、把标样放在1号位，待测样品从2号位开始放置。



七、实验讨论

Ú（1）在进行氨基酸测定时，易产生基线漂移
的现象，主要影响因素是哪些？如何控制？

Ú（2）为什么氨基酸自动分析仪中流动相的组
成和pH对组分的滞留和分离影响很大？

Ú（3）讨论各个峰之间的分离情况，并评价柱
效。

Ú（4）对实验中可能引起误差的步骤进行分析
讨论。



That’s all
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饲料及种籽中六六六、DDT
的气相色谱分析

实验二
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实 验 目 的

Ú 掌握气相色谱的主要组成部件及各部件的作用。

Ú 熟练掌握根据保留值用已知物对照定性的分析方

法。

Ú 熟悉用外标法定量测定混合物各组分的含量。

Ú 熟悉色谱仪器操作，掌握用微量注射器进样的技

术。
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气相色谱的基本理论
Ú 色谱法:

利用混合物中不同组分有着不同的物理性质，如吸

附，溶解，亲和，阻滞等作用不同，实现混合物分离及分

析。

Ú 原理：

混合物进入流动相及固定相两相共存的系统内，由于不同

组分分子固有的特性不同，他们随流动相移动时，在两相间

有不同的分配。各组分在固定向中移动一定距离的时间是它

定性分析的标志。



色 谱 分 类

Ú 按流动相的状态：

气相色谱（GC）:以气体为流动相;

液相色谱（LC）:以液体为流动相.

Ú 按样品组分在两相间的分离机理分：

吸附色谱法、分配色谱法、离子交换色谱法、凝胶色

谱法及超临界色谱法。

Ú 按固定相的形式分：柱色谱法、纸色谱法、薄层色

谱法。



定性分析

Ú 色谱条件一定时（固定相和操作条件等），物质具有

各自确定的保留值，可据此和标准品相比较进行能够

进行成分分离的混合物的定性分析。

Ú 对于完全未知的化合物不能简单只以保留时间进行定

性分析，因为，不同的物质可能会有相近的保留时

间，此时，应结合其他方法进行定性分析。



定量分析
Ú 定量分析基础：分离组分的质量（mi）或浓度（ci）与检

测器的响应信号（色谱峰面积或峰高）成正比：

mi = fi ⋅ Ai 或 mi = fi ⋅ hi

Ú Ai，hi为该组分的色谱峰面积及峰高； fi为定量校正因

子，代表单位峰面积表示的质量，因为色谱仪的检测器对

相同质量的不同物质即使在相同条件下也有不同的灵敏

度，因而不能直接用色谱峰面积表示个组分的百分含量。

但是如果以定量校正因子来校正峰面积就能使它真实反映

试样各组分的含量。



Ú 定量分析方法：归一化法、内标标准曲线法、外标标

准曲线法、标准加入法。

Ú 归一化法只适用于试样中全部组分都能出峰的情况，

内标法较精确但内标物质很难选择，且价格昂贵，标

准加入法需向样品中加入标准品，外标法简单快速，

结果较可靠，综合考虑本实验采用外标法。



2007-7-21 37

本实验所用仪器型号

Ú型号：瓦里安CP—3800气相色谱仪
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气相色谱仪组成
气源系统：气体钢瓶、压力指示装置。

分离系统：进样器、汽化室、色谱柱等。

检测系统：氢焰离子化检测器（FID）、电子捕获（ECD）、

火焰光度检测器（FPD）。

由于六六六、DDT是电负性较强的物质，因此本实验选

用ECD检测器。

辅助系统：温度控制指示系统、数据记录及处理系统、馏分

收集系统等。
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色 谱 流 程

1-载气钢瓶；2-减压阀；3-净化干燥管；4-针形阀；
5-流量计;6-压力表；７－进样器；８－色谱柱；
9-热导检测器；10-放大器；11-温度控制器；12-记
录仪；
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实验步骤

Ú 1.样品预处理

饲料或种籽
5.0g

125mL具塞
锥形瓶

20 m L石油醚

超声波振荡
振荡30 min

过 滤

用石油醚定容
至10m L
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实验步骤

Ú 2.混合标准品的配置

Ú 混合标准品名称：六六六、DDT。

Ú 具体名称分别为α-666、β-666、γ-666、δ-666、

P.P’DDE、P.P’DDD、O.P’DDT、P.P’DDT。

Ú 准确称取(精确至0.0001 g) 上述多组分标准品, 用石

油醚分别配成100.0μg /m L 标准储备液, 使用时, 

用石油醚稀释成不同浓度的混合标准使用液。
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实验步骤

3.采用外标法上机测定

色谱条件

色谱柱
弹性石英
毛细管柱

30 m ×0.32mm

进样口

温度250 ℃

检测器
温度300 ℃
载气(N 2)

(N 2)
纯度≥99.998%
流量2m L/m in

压力: 150 kPa分流比: 20∶1

3.1 本实验的色谱条
件已经摸索成熟，实
验课直接应用
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实验步骤

程序升温是指柱温按预定的加热速度，随时间作线性

或非线性的增加。

程序升温是气相色谱的最突出的特点，通过程序升温

可将沸程较宽的试样得到较好的分离，本实验的程序

升温设置如图所示：

150 ℃，7 m in

10℃m in 升温至250 ℃

250 ℃，24 m in



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 1.开氮气使压力显示0.4KP



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 2.打开电脑，并打开工作站



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 3.打开主机电源



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 4.按照3.1的色谱条件编辑方法



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 5.当机器的状态满足要求后开始进样

进样量：1μL



Ú 3.2上机操作步骤

Ú 6.本实验采用手动进样，进样后仪器进入分析状态：



Ú混合标准品图谱：



Ú饲料样品图谱：



数据处理

注意：一
定要选对
检测器

选择标准品绘
制标准曲线



数据处理

编辑积分
参数



数据处理

此处选中外标法

选择校正类型

本实验采用外
标



数据处理

标准曲线绘制
成功



数据处理

调用样品图谱
进行积分



数据讨论要求

Ú 本实验对学生数据讨论处理的要求：

ü 1.通过标准品和样品图谱的分析，计算某两个峰的分

离度，讨论峰的分离情况。

ü 2.随机选择两个或多个峰计算柱子的平均理论塔板

数，讨论柱效和塔板理论的不足之处。

ü 3.在本实验中，对你感兴趣或特别关注的某个会带来

误差的步骤进行分析讨论。



关机操作

Ú 1.调用关机方法使仪器温度降低到要求

Ú 2.先关主机，再关工作站，最后关气体钢瓶。



注意事项

Ø 1.开机前必须检查气体是否充足，如不充足需更换

气体，以防止中途停气损坏检测器等重要部件。

Ø 2.检测过程中勿碰进样口，检测器等高温部位，以

防烫伤。

Ø 3.进样速度要快，否则可能造成谱图峰数增加。

Ø 4.必须等仪器温度降到要求的温度时才能关机。
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弹性石英毛
细管柱，长
25m，内径
0.33mm。

载气 分离系统 进样系统
温控系统

数据处理
系统

返回



That’s all



血液生化样品分析试验

实验三



一、试验目的

Ú掌握利用试剂盒法测定动物血液生化指
标的方法。

Ú掌握血液生化分析仪的结构组成和操作
过程。

Ú掌握血液样品的制作。



二、试验原理

Ú血清总蛋白的测定

Ú 在碱性条件下，蛋白质多肽链中的肽键与铜离子作用形成
紫色化合物的双缩脲反应，产生的颜色强度与蛋白质含

量成正比。利用终点法进行比色测定，经过同样处理的总

蛋白校准品进行比较，即可计算出样品中总蛋白含量。

Ú血清钙的测定

Ú 在碱性条件下，血清中的钙与偶氮胂Ⅲ作用生成蓝色复合
物，其颜色深浅与钙浓度成正比，利用终点法进行比色测
定，经过同样处理的钙校准品进行比较，即可计算出样品
中钙含量。



三、血液生化分析仪的组成和工作
原理

日立7020生化分析仪
外观-正面

日立7020生化分析仪
外观-背面



内部结构



样品盘、试剂盒盘、仪器操
作板



计算机建立数据信息库界面



四、操作步骤

Ú1.血液样品的准备
Ú采集空腹艾维茵肉鸡翅静脉血液，静
置、离心（3000r/min ）,制作血清。
Ú2.取样
Ú3.上机
Ú按总蛋白试剂盒、血清钙试剂盒说明，
采用终点法、37℃分别在540nm，
650nm处测定血清总蛋白、血钙含量。



Ú五、数据分析

Ú六、报告写作



开机后检查操作



质控位置设置与分析操作



常规样品分析



打印试剂残量操作菜单设置



反应槽换水及清洗操作主界面



紫外-可见分光光度分析实验

抗生素---喹乙醇最大吸收波长的确定

实验四



试验背景

Ú 喹乙醇(Olaquindox)又称喹酰胺醇，商品名为快育
灵、倍育诺(Bayanox)，是70年代初由西德拜尔药厂研
究合成的饲料添加剂 ,其具有良好的广谱抗菌效果。并
能提高畜禽生长速度等，被广泛用于多种兽药及饲料

添加剂中。

Ú 实际生产中易于发生喹乙醇中毒。原因主是要使用不

当，剂量不准确, 添加量太多，又连续饲喂，引起动
物中毒。



二、试验目的

Ú 1.掌握紫外-可见分光光度计的组成和工作原理。

Ú 2. 掌握待测物质最大吸收波长的确定方法。

Ú 3.通过已确定的最大吸收波长，测定抗生素的含量，

为畜禽饲料的正确和食品安全提供监测技术方法。



三、测定原理

Ú根据价电子跃迁规律，分子的内能E＝
Ee+Ev+Er，ΔΕe 1-20 ev,  200nm-780nm    
紫外—可见光区。含苯环的生色团的电子跃迁
特点进行扫描。最大吸收峰对应波长的为

λmax。

Ú在λmax处，物质的摩尔吸光系数最大，根据
朗伯-比尔定律测定含量。



四、紫外-可见分光光度计基本组成

光源 单色器 样品室 检测器 显示



样品室

样品室放置各种类型的吸收池（比色
皿）和相应的池架附件。吸收池主要有
石英池和玻璃池两种。在紫外区须采用
石英池，可见区一般用玻璃池。



五、实验步骤及内容

Ú1. 标准溶液的配制

Ú2. 样品的前处理

Ú3.仪器的结构与功能介绍



Ú4.喹乙醇扫描

Ú5.比较不同溶剂的影响

Ú5.标准曲线的制作

Ú6.样品含量测定

Ú7.实验报告的写作



贝克曼DU800紫
外--可见分光光
度计外观

贝克曼DU800紫外--可见
分光光度计内部结构



样品架及安装操作



工作曲线界面



操作界面参数设定示范



操作主菜单界面与扫描波长范围（200nm-800nm ）


